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SOUCHES MUTANTES DE LACTOBACILLUS BULGARICUS DEPOURVUES 
D'ACTIVITE (3 - GALACTOS I DASE . 
Ces souches et ferments peuvent etre utilises 
$5^' pour l'obtention de produits laitiers fermentes a partir 

* 5 de lait additionne de glucose. 

La presente Invention est relative a de 
nouveaux variants de bulgaricus et a leur utilisation 
pour la preparation de produits laitiers fermentes. 

Les yoghourts sont tradit ionnellement obtenus 
10 par fermentation du lait avec une association de 
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus . 
Au cours de la fermentation qui. est effectuee a une 
temperature d' environ 40 a 45°C, ces bacteries utilisent 
principalement le lactose comme substrat energetique, et 
15 produisent de 1'acide lactique qui. entraine la 
coagulation du lait ; lorsque le pH atteint une valeur 
d' environ 4,8 a 4,5, on met fin a cette etape de 
fermentation (egalement denommee « acidification ») en 
ref roidissant le produit . Celui-ci est ensuite maintenu 
2 0 au froid pendant la. suite du processus de fabrication et 
de conditionnement , et jusqu'a sa consommat ion . 

Cependant , le ref roidissement ne stoppe pas 
completement la fermentation lactique '; meme lorsque le 
produit est maintenu a 4°C, on observe une augmentation 
25 progressive de son acidite au cours du temps. 

Ce phenomene, connu sous le nom de post- 
acidification, est responsable d'une degradation des 
qualites organoleptiques du produit pendant sa 
conservation. 

'30 La post-acidification resulte essentiellement 

de 1' utilisation par les bacteries, et principalement par 
L. bulgaricus, du lactose restant dans le produit a 
1' issue de 1' etape d' acidification controlee. Pour 
l'eviter, il a ete propose d'utiliser des souches de 
35 L. bulgaricus ne fermentant pas, ou tres peu, le lactose. 
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Une des enzymes essentielles pour la 
fermentation du lactose est la p-galactosidase, qui 
hydrolyse le lactose en glucose et galactose . II a done 
ete propose, pour obtenir des souches non- 
5 postacidif iantes de L. Jbulgraricus, de produire des 
mutants artificiels, ou de selectionner des mutants 
naturels, chez lesquels l'activite de cette enzyme etait 
affectee. 

Par exemple, le Brevet EP 4 02 450 au nom de 

10 GENENCOR deer it l'obtention, par mutagenese local isee du 
gene de la p-galactosidase , de mutants conditionnels de 
L . bulgaricus f chez lesquels la p-galactosidase qui est 
active lors de la fermentation a 4 0 °C, perd son activite 
. a la temperature ou au pH correspondant aux conditions de 

15 conservation des produits laitiers f ermentes . 

La Demande JP 9005343 7 decrit l'obtention d'un 
mutant artificiel de L. bulgaricus ayant completement 
perdu la capacite de fermenter le lactose, et la 
selection d'un mutant naturel, a capacite reduite de 

2 0 fermentation du lactose ; ces mutants sont neanmoins 
capables, 1 ' un comme 1' autre, de se developper et 
d'acidifier normalement en presence de S. thermophilics, a 
condition que le milieu soit supplements en glucose. Les 
sous -cultures de ces mutants conservent leurs 

25 caracteristiques d' acidification, dans du lait depourvu 
de glucose, apres 10 repiquages. 

Le Brevet EP 0518 096, au nom de la SOCIETE 
DES PRODUITS NESTLE, propose d'utiliser pour la 
fabrication de yoghourt , des mutants faiblement 

30 postacidif iants de Lactobacillus bulgaricus prealablement 
selectionnes sur le critere de la deletion d'un fragment 
du gene de la p-galactosidase. Le criblage et la 
caracterisation de ces mutants sont facilites, du fait 
que la presence de cette deletion peut etre facilement 

35 verifies sur des profils de restriction. En outre, les 
deletions sont connues pour etre des mutations 
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irreversibles, ce qui permet d'obtenir facilement des 
souches mutantes stables a partir de la souche mere. Le 
Brevet EP 0518 096 decrit 2 types de mutants faiblement 
postacidif iants selectionnes de la sorte.. Les premiers 
5 ont une deletion touchant uniquement le gene de la 
P-galactosidase ; lorsqu'ils sont associes a 

S. thermophilics et cultives sur du lait, ils presentent , 
meme en 1' absence d'ajout de glucose, des proprietes de 
croissance et d' acidification comparables a celles de la 
10 souche sauvage dont ils sont issus. Les seconds 
presentent une deletion plus import ante, s'etendant sur 
■ au moins lkb en aval du gene de la p-galactosidase ; 
lorsqu'ils sont associes a S. thermophilus ils croissent 
plus lentement et acidifient beaucoup moins que la souche 
15 sauvage dont ils sont issus ; l'ajout de glucose au 
milieu de culture n'a que peu d' influence sur leurs 
proprietes d ' acidi f icat ion et de post-acidification. 

Les mutants haturels chez lesquels la 
P-galactosidase est inactive sont beaucoup plus difficiles 
20. a selectionner et a maintenir en cultures pures dans le 
cas de mutations ponctuelles que dans le cas de mutants 
de deletion ; ceci s'explique par la probability plus 
faible qu'une mutation ponctuelle produise une proteine 
inactive, par la plus grande difficulte pour localiser et 
25 caracteriser les mutations ponctuelles par des profils de 
restriction, et par le taux de reversion tres important. 

La Demanderesse a maintenant trouve d'autres 
mutants naturels de L . bulgaricus , ne portant pas de 
deletion dans le gene codant pour la P-galactosidase, et 
30 presentant des caracterist iques . technologiques 

avantageuses . Dans le cadre de la presente invention, un 
mutant non-sens, incapable d' assimiler le lactose, a ete 
isole a partir d'une culture d'un L . bulgaricus sauvage. 
Associe a S. thermophilus, en culture sur du lait, il 
35 croit et acidif ie beaucoup plus lentement que la souche 
sauvage dont il est issu. En revanche, sa croissance et 



4 



son acidification sont quasi -normales lorsque le lait est 
supplements en glucose. 

La presente Invention a pour obj et une souche 
mutante de L. bulgaricus depourvue d'activite 
5 P-galactosidase , caracterisee en ce qu' elle porte une 
mutation introduisant un codon non-sens dans l'une des 
sequences codantes de 1 ' operon lactose et en particulier 
celle codant pour la P-galactosidase. 

Une souche de L. bulgaricus conforme a 
10 1' invention a ete deposee selon le Traite de Budapest le 
14 janvier 1998, aupres de la CNCM (Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes) tenue par 1 ' Institut 
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris, sous le numero 
1-1968. 

15 Cette souche presente les caracteristiques 

morphologiques et biochimiques suivantes : 

- Morphologie : Microorganisme Gram-posit if , bacilles 
fins, pleomorphes, asporogenes, isoles ou en 
courtes chaines, immobiles . 

20 - Metabolisme : homof ermentaire , catalase (-) . 

— Fermentation des sucres : D-glucose (+) , 
D-fructose (+) , D-mannose (+) , esculine (+) . 

Les Inventeurs ont sequence 1 ' operon lactose 
chez le mutant 1-1968. La sequence correspondante est 
2 5 representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO: 1 . Les sequences des produits de 
traduction (permease et p-galactosidase) sont 

respectivement representees sous les numeros SEQ ID NO : 2 
et SEQ ID NO :3 

30 L' analyse de cette sequence fait apparaitre 

deux mutations ponctuelles : 1 ' une, au niveau du gene de 
la permease (position 122 de la sequence SEQ ID N0:1), 
induit un changement d' acide amine (Lys — ► Asn) ; 1' autre, 
au niveau du gene de la P-galactosidase (position 4 519 de 

35 la sequence SEQ ID N0:1), introduit un codon de 
terminaison. Bien que conservant ses sites act if s 



t 



5 

(positions 464 et 531) , la P-galactosidase produite par 
ce mutant est inactive. Les Inventeurs ont en outre 
constate que cette mutation restait stable apres 
plusieurs series de repiquages sur un milieu de culture 
5 contenant du glucose. En revanche, sur un milieu de 
culture en absence de glucose, cette mutation non-sens 
reverte tres rapidement a un taux d' environ 10" 6 . 

La presente invention englobe egalement des 
souches mutantes incapables d'assimiler le lactose, 

10 derivees de la souche 1-1968. De telles souches peuvent 
par exemple etre obtenues en induisant par mutagenese 
dirigee, d'autres mutations dans l'operon lactose de la 
souche I- 1968 . 

La presente Invention a egalement pour objet 

15 un ferment lactique, en particulier un ferment du 
yoghourt, caracterise en ce qu'il comprend au moins une 
souche de X. bulgaricus conforme a 1' Invention telle que 
definie ci-dessus, de preference associee a au moins une 
souche de S. thermophilus . 

20 Pour l'obtention d' un ferment conforme a 

1" invention, on peut utiliser n' import e quelle souche de 
5. thermophilus convenant pour la fabrication de 
yoghourt ; . le choix d'une ou plusieurs souches de 
S. thermophilus peut etre effectue en fonction des 

25 caracterist iques addit ionnelles que 1 ' on souhaite 
event uellement conferer au produit fini. 

A titre d' exemple de souches . de 
S. thermophilus pouvant etre utilisees en association 
avec une souche. de L. bulgaricus conforme a l f invention, 

30 on peut citer les souches suivantes, deposees aupres de 
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) tenue par l'Institut Pasteur, 25 rue du 
Docteur Roux, a Paris : 

- la souche deposee le 25 aout 1994, sous le 

35 numero 1-1470, et la souche deposee le 23 aout 1995, sous 
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le numero 1-1620 ; ces 2 souches sont decrites dans la 
Demande Europeenne publiee sous le numero 96/06924 ; 

- les souches deposees le 30 decembre 1994, 
sous les numeros 1-152 0 et 1-1521 ; ces 2 souches sont 

5 decrites dans la Demande Internationale PCT WO 96/20607 : 

- la souche deposee le 24 octobre 1995 sous le 
numero 1-1630 ; les caracteristiques de cette souche sont 
decrites dans la Demande Internationale PCT WO 96/01701. 

Ces souches peuvent etre associees entre 
10 elles, ou avec une ou plusieurs autres souches 
industrieiles de S. thermophilus . 

La ou les souche (s) de S. thermophilus sont 
associees avec la ou les souche (s) de L. bulgaricus 
conformes a 1' invention de la meme maniere et dans les 
15 memes proportions que dans les ferments du yoghourt 
traditionnels ; la population de bacteries L. bulgaricus 
conformes a l f invention peut par exemple representer 
entre 10 et 90%, de preference entre 20 et 50%, de la 
population bacterienne totale . 
.20 La pre sent e Invention a egalement pour objet 

un procede de preparation d' un produit laitier ferment e 
caracterise en ce qu'il comprend une etape au cours de 
laquelle on fermente du lait a 1 ' aide d'un ferment 
comprenant au moins une souche de L. bulgaricus conforme 
25 a 1' Invention, en presence d'au moins un sucre 
assimilable par ladite souche ; il peut s ' agir notamment 
du fructose , du mannose , et de preference , du glucose . 
Avantageusement ledit produit laitier fermente est un 
yoghourt . 

30 Le procede conforme a 1 ' Invention est 

similaire aux procedes traditionnels de preparation du 
yoghourt en ce qui concerne les principales . modalites de 
mise en ceuvre de 1 ' etape d' acidification controlee ; en 
particulier cette acidification est effectuee a une 

35 temperature comprise entre ■ 20 et 45°C, et de preference 
entre 30 et 45°C, et en « batch », c'est a dire en une 
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seule etape ec en utilisant une seule cuve de 
fermentation. 

La duree de cette etape d ' acidification 
controlee est generalement de 1 ' ordre de 6 a 24 heures, 
5 et de preference de 1 ' ordre de 6 a 16 heures ; elle est 
done plus longue que dans le cas des procedes classiques 
de preparation de yoghourt (ou elle est de 3 a 5 heures a 
44°C) . En effet, les souches de L . bulgaricus conformes a 
1' Invention, meme associees a S. thermophilics, croissent 
10 et acidifient beaucoup plus lentement que les souches 
sauvages. 

En outre, la vitesse de croissance et 
d' acidification des souches de L. bulgaricus conformes a 
1' invention varie tres signif icat ivement en fonction de 

15 la quantite de glucose ajoutee au lait. Cette propriete 
permet de controler leur croissance et leur 
acidification, par simple addition de la quantite 
souhaitee de glucose en debut de fermentation. 

Les Inventeurs ont en outre observe que, lors 

2 0 de la mise en oeuvre de souches de L . bulgaricus ou de 
ferments conformes a 1' Invention, 1 ' acidi f ication 
ralentit considerablement lorsque le pH atteint la zone 
de 4 , 8 a 4,5, (qui correspond a la zone de pH ou 1 1 on 
arrete 1 ' acidif icat ion dans le cas d'un procede 

25 traditionnel) , et se stabilise, meme si 1 ' on maintient le 
lait a temperature de fermentation, a un pH plancher. La 
valeur de ce pH plancher depend essent iel lement de la 
quantite de glucose ajoutee. 

Cette propriete permet de reduire, voire 

30 d'eliminer la phase de ref roidissement utilisee dans les 
procedes traditionnels de fabrication du yoghourt pour 
stopper la fermentation. Elle supprime en outre la 
necessite de mesurer le pH pour determiner le moment 
optimal d' arret de la fermentation ; pour un ferment et 

35 une quantite de glucose ajoute determines, il est 
possible, sans risque de sur-acidif ication , d'arreter la 
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fermentation au bout d' une duree donnee , . calculee en 
fonction du temps necessaire pour atteindre le pH 
plancher. Ceci permet de mieux controler la regularity du 
pH final et la texture du produit en fin de fermentation. 
5 Avantageusement , pour la mise en aeuvre du 

procede conf orme a 1 ' invention, et selon le degre 
d' acidification auquel on souhaite parvenir, la quant ite 
de glucose ajoutee au lait prealablement a la 
fermentation est comprise entre 0,5 et 10 g/1 , de 

10 preference entre 0,5 et 5 g/1. 

Le produit fermente obtenu de la sorte peut 
etre conserve plusieurs heures a une temperature proche 
de la temperature de fermentation, sans baisse du pH, ce 
qui permet de supprimer les installations de stockage 

15 intermedial re au f roid et d' augment er la capacite des 
cuves de fermentation. 

La mise en oeuvre du procede conforme a 
1 ' Invention permet de reduire la postacidif ication dans 
les produit s ferment es au cours de leur conservation a 

20 plus long terme . Le degre de postacidif ication peut 
varier selon la composition du ferment et la quantite de 
glucose utilisee. Cependant la postacidif ication est 
tou jours nettement infer ieure a celle observee dans le 
cas des yaourts obtenus avec les ferments et les procedes 

25 traditionnels . 

Par exemple, des experimentations effectuees 
par les Inventeurs ont montre que dans les memes 
conditions de conservation (28 jours de conservation a 
10°C) , le ApH (difference entre le pH a JO et le pH a 

30 J28) etait compris entre 0,05 et 0,4 dans le cas des 
produits obtenus a 1 ' aide d'un ferment conforme a 
1' invention, alors qu' il etait toujours superieur a 0,7 
dans le cas de ferments temoins dans lesquels la souche 
de L. bulgaricus conforme a 1' invention etait remplacee 

35 par une souche sauvage . 
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Cette faible post -acidification s ' accompagne 
d'une bonne survie des souches du ferment ; la population 
de L. bulgarlcus en fin de conservation, dans le produit 
fermente obtenu conformement a 1' invention n'est que 
5 legerement inferieure a celle du produit temoin. 

La present e invention a egalement pour objet 
les produits laitiers fermentes susceptibles d'etre 
obtenus en mettant en ceuvre un procede conforme a 
1' invent ion. 

10 Ces produits peuvent se conserver pendant plus 

longtemps et a temperature plus elevees que les produits 
obtenus par les procedes traditionnels , et possedent des 
caracterist iques organolept iques qui restent stables au 
cours de la conservation. 

15 EXEMPLE 1 : DOSAGE BIOCHIMIQUE DE L'ACTIVITE 

BETA -GALACTOS IDAS E D' UN MUTANT CONFORME A L ' INVENTION. 

L'activite P-galactosidase de la souche 1-1968 
a ete comparee a celle de la souche sauvage de 
L. jbuigraricus (denommee ci-apres LbS) dont elle est 

20 issue. 

On cultive les bacteries pendant une nuit sur 
milieu MRS agar (MERCK) a 37°C, en jarre d'anaerobiose 
(MERCK) en presence d'un fixateur d'oxygene (Anaerocul tA, 
MERCK) I 

25 Une ose de 10 microlitres (NUNC) de bacteries 

est resuspendue dans 1 millilitre d'eau sterile. Les 
bacteries sont lysees par 2 cycles d'agitation forte, 20 
secondes a 5000 rotations par minute en presence de 
microbilles de verre (0,5 mm de diametre, BIOSPEC 

30 PRODUCTS), puis rajout de 0,15 ml de chlorof orme . On 
agite 1' ensemble pendant 30 minutes a 37°C, puis on 
complete a 2 ml avec de 1 ' eau sterile a 4°C. L'activite 
beta-galactosidase est alors mesuree : a partir de 0,2 ml 
de la suspension cellulaire" on rajoute 1,2 ml de tampon 

35 NaH 2 P0 4 0,067M ; pH6 , 8 ; 0,05 ml de L-cysteine (SIGMA) a 
to 0,05 ml de O-nitrophenyl -beta-D-galactopyranoside 
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(SIGMA) . La reaction enzymatique est arretee apres 0, 2, 
5 ou 10 min. par 1 ml de tampon Na 2 C0 3 10%, et on effectue 
une mesure de la DO a 400 nanometres sur le surnageant , 
apres centrif ugation du milieu reactionnel. 
5 Les activites galactosidase de la souche-mere 

LbS et du mutant I - 1968 conf orme a 1 ' Invention mesurees 
en fonction du temps sont representees sur la Figure 1. 

Ces resultats montrent que la p-galactosidase 
est totalement inactive chez le mutant conforme a 
10 1 ' Invention . 

EXEMPLE 2 : STABILITE DU MUTANT 1-1968 DE L. BULGARICUS 

La stabilite du mutant 1-1968 a ete testee dans des 
milieux contenant comme sources de carbone soit un 
melange de glucose et de lactose, soit du lactose 
15 seulement. 

Une culture de 1-1968 obtenue sur. milieu MRS contenant du 
glucose est mise en sous-culture sur du lait sterilise 
additionne d'autolysat de levure (2g/l) , et supplements 
ou non avec du glucose (2Qg/l) . Lorsqu' un pH de 5,2 

20 (coagulation du lait) est atteint, on preleve des 
echanti lions de chaque sous -culture , sur lesquels on 
analyse la capacite des bacteries a ferment er les sucres , 
ainsi que la presence d'activite p-galactosidase (test 
sur plaque X-gal : colonies blanches = P-galactosidase 

25 moins ; colonies bleues = p-galactosidase plus) . 

Les resultats sont illustres par le Tableau I ci-dessous. 
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TABLEAU I 



Milieu 


Lait + glucose 
(20g/l) 


Lait 


Temps pour 
atteindre pH 5.2 


6h00 


20h00 


Fermentation des 
sucres 


glucose, fructose, 
mannose 


lactose, glucose, 
fructose, mannose 


Test sur plaque X- 
gal 


100% Colonies 
blanches 


20% colonies 

blanches 
80% colonies 
bleues 



Ces resultats montrent qu'en presence de glucose, la 

souche 1-1968 ne reverte pas vers une souche capable 

d'utiliser le lactose. En revanche dans un milieu 
5 contenant du lactose comme seule source de carbone , on 

observe une reversion rapide de la souche 1-196 8 vers 

l'etat original. 

EXEMPLE 3 : PROPRIETES D ' ACIDIFICATION, DE 

POSTACIDIFICATION ET DE SU^VIE DU VARIANT 1-19 68 DE 
10 I/. BULGARICUS EN SYMBIOSE AVEC S. THERMOPHILUS ; CAS D ' UN 

PROCEDE DE FABRICATION D'UN YOGHOURT FERME (FERMENTATION 

EN ETUVE VENTIIjEE) 

On prepare des ferments de yoghourt associant 

la souche 1-1968 conforme a 1' Invention avec differentes 
15 souches indust riel les de S thermophilics Cles souches de 

S. thermophilics utilisees sont denommees ci-apres ST1, 

ST2 et ST3) . 

A titre de comparaison, on prepare des 
ferments associant la souche -mere LbS, et les memes 
2 0 souches de S, thermophilics . 

Pour la preparation des ferments, les souches 
sont ensemencees separement a 1% sur la composition 
suivante : 

Composition oour 1 litrp ; 
25 135 g de poudre de lait ecreme 
2 g d'autolysat de levure 



,920 ml d'eau distillee 

20 g de glucose (pour la souche 1-1968 uniquement) 
Hydratation: 10 min 

Pasteurisation: 30 min a 95°C 

5 Le lait est ensuite refroidi a 44 °C et 

inocul£, puis incube" a 44°C jusqu'a obtention d'une 
acidity de 85 °D (degr^s Dornic) pour les streptocoques et 
de 80°D pour les lactobacilles . 

Les cultures sont ensuite r€unies pour obtenir 
10 un ferment constitue" a 80% de Streptococcus thermophilus 
et a 2 0% de Lactobacillus bulgaricus. 

Les ferments ainsi obtenus sont utilises pour 
inoculer la preparation suivante : 
Composition pour 1 litre ; 
15 99% de lait. 

0, 1, ou 2 g/1 de glucose 
Hydratation: 10 min 

Pasteurisation: 10 min a 95°C 

Le lait est ensuite refroidi a 44 °C et inocule 

20 a 1%. 

Pour chaque experimentation, la composition du 
ferment et la quantity de glucose ajout£e sont indiqu^es 
dans le Tableau II ci-dessous : — — 
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TABLEAU II 



Experi nee 


Glucos g/l 


Souch s 


Pourcpntan 

M \JKMt 1 1 laU 


1 


0 


O 1 o 


D*f /O 






ST 2 


1fi % 






LbS 


/o 


2 


0 


ST 3 








ST 2 


1fi % 

1 t> /O 






1-1968 


20 % 


3 


1 


ST 3 


64% 






ST 2 


16% 






1-1968 


20% 


4 


0 


ST 1 


80% 






LbS 


20% 


5 


0 


ST 1 


80% 






1-1968 


20% 


6 


2 


ST 1 


80% 






1-1968 


20 % 



Apres inoculation, le lait est reparti en 



ballons et incube a une temperature de 44°C. Le profil 
d ' acidification est suivi pendant 1 ' incubation . Les 
5 produits sont decailles a pH 4,6 par ref roidissement en 
cellule froide (16 heures a 4°C) . 

Les produits sont ensuite soumis a un test de 
conservation a 10°C. Dans ce test, on mesure le pH et 
l'acidite Dornic apres 1, 14, 21 et 28 jours de 
10 conservation. 

Les resultats d ' acidif icat ion (temps pour 
atteindre un pH de 4,6 et valeur du pH a 24h) sont 
presentes dans le tableau III ci-dessous : 



TABLEAU III 



Experience 


Temps pour 


Temps pour 


pH a 24h 




atteindre 


atteindre 




pH 4,6 (min) 


pH 4,5 (min) 




1 


215 


236 


3,67 


2 


550 


778 


4,33 


3 


416 


507 


4,26 


4 


225 


241 


3,67 


5 


660 


>1500 


4,54 


6 


390 


465 


4,35 



Les resultats du test de conservation a 10°C 



(suivi du pH et de l'acidite Domic), et de la survie 
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(populations de S. thermophilics et L . bulgaricus) a 
28 jours sont presentes dans le tableau IV ci-dessous : 



TABLEAU IV 



Experience 


Temps de 


pH 


Acidite 


Streptococcus 


Lactobacillus 




stockage 
(jours) 




Domic 


thermophilus 
cellules/ml 


bulgaricus 
cellules/ml 


1 


1 


4,41 


101 


7.25E+08 


3.35E+08 


1 


14 


3,98 


140 


ND 


ND 


1 


21 


3,95 


145 


ND 


ND 


1 


28 


3,9 


148 


7,35E+08 


3.30E+08 


2 


1 


4,5 


93 


5.60E+08 


2.90E+07 


2 


14 


4,23 


110 


ND 


ND 


2 


21 


4,18 


112 


ND 


ND 


2 


28 


4,19 


114 


5.65E+08 


1.87E+07 


3 


1 


4,49 


96 


6.90E+08 


7.45E+07 


3 


14 


4,14 


115 


ND 


ND 


3 


21 


4,15 


117 


ND 


ND 


3 


28 


4,15 


120 


8,65E+08 


6.30E+07 


4 


1 


4,39 


105 


6.30E+07 


4.40E+08 


4 


14 


3,91 


145 


ND 


ND 


4 


21 


3 t 9 


151 


ND 


ND 


4 


28 


3;85 


157 


4.70E+08 


6.40E+08 


5 


1 


4,6 


85 


9.05E+08 


6.70E+07 


5 


14 


4,58 


80 


ND 


ND 


5 


21 


4,53 


80 


ND 


ND 


5 


28 


4,61 


79 


9.40E+08 


7.00E+07 


6 


1 


4,51 


89 


1 .05E+09 


1.96E+08 


6 


14 


4,38 


90 


ND 


ND 


6 


21 


4,39 


96 


ND 


ND 


6 


28 


4,42 


90 


1 ,62E+09 


1,91E+08 



ND : Non Determine 



5 Ces resultats montrent que les yoghourts realises 

. avec les symbioses associant la souche 1-1968 a une ou deux 
souches de S. t±iermophilus presentent une postacidif ication 
extremement reduite par rapport aux memes syrribioses avec la 
souche -mere LbS, tout en conservant une population abondante en 
10 fin de fermentation et une bonne survie pendant 28 jours a 10°C. 

L' arret de 1' acidification et le maintien du pH aux 
alentours de 4,6 a 4,5 pendant au moins 24 heures a 44 °C permet 
dans le cadre de la fabrication de yoghourt brasse, de reduire , 
voire d' eliminer la phase de ref roidissement en cuve qui est 
15 habituellement mise en aeuvre. 
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LISTE DE SEQUENCES 



NOMBRE DE SEQUENCES : 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 

(i) CARACTER I ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5059 paires de bases 
(B } TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 122 1873 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1877 .. 4519 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 1 : 

GCTTGTCTCA CGCTTGTCGT ACGCGGCCGG TGCCTTTGGC AACGACGTCT TCTACGCGAC 60 

TCTGTCAACC TACTTTATCG TCTTCGTCAC CACCCACCTC TTTAATGCCG GTGACCACAA 12 0 

G ATG ATC TTT ATC ATC ACC AAC TTG ATC ACC GCC ATC CGG ATC GGG 16 6 

Met lie Phe lie He Thr Asn Leu He Thr Ala lie Arg lie Gly 
1 5 10 15 

GAA GTC CTG CTC GAC CCC TTG ATC GGT AAC GCC ATC GAC CGG ACC GAA 214 
Glu Val Leu Leu Asp Pro Leu He Gly Asn Ala He Asp Arg Thr Glu 
20 25 30 

AGC CGG TGG GGG AAG TTC AAG CCC TGG GTT GTG GGC GGG GGG ATC ATC 2 62 

Ser Arg Trp Gly Lys Phe Lys Pro Trp Val Val Gly Gly Gly He He 
35 40 45 

AGC TCA TTA GCC CTC TTA GCC CTC TTT ACC GAC TTT GGC GGC ATT AAC 310 
Ser Ser Leu Ala Leu Leu Ala Leu Phe Thr Asp Phe Gly Gly He Asn 
50 55 60 

CAA AGC AAC CCC GTT GTT TAC TTA GTA ATC TTC GGT ATT GTT TAC TTG 358 
Gin Ser Asn Pro Val Val Tyr Leu Val He Phe Gly He Val Tyr Leu 
65 70 75 

ATT ATG GAT ATC TTC TAC TCA TTT AAA GAC ACT GGC TTC TGG GCC ATG 40 6 

He Met Asp He Phe Tyr Ser Phe Lys Asp Thr Gly Phe Trp Ala Met 
80 85 90 95 

ATC CCG GCC TTG TCC CTG GAT TCC CGG GAA AGA GAG AAG ACC TCC ACC 454 
He Pro Ala Leu Ser Leu Asp Ser Arg Glu Arg Glu Lys Thr Ser Thr 
100 105 110 
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TTC GCC AGA GTC GGC TCC ACC ATC GGG GCC AAC CTG GTC GGG GTA GTC 5 02 

Phe Ala Arg Val Gly Ser Thr lie Gly Ala Asn Leu Val Gly Val Val 
115 120 125 

ATC ACC CCA ATC ATC CTC TTC TTC TCG GCC AGC AAG GCC AAC CCC AAC 550 
lie Thr Pro lie He Leu Phe Phe Ser Ala Ser Lys Ala Asn Pro Asn ■ 
130 135 140 

GGG GAT AAG CAG GGC TGG TTC TTC TTT GCC TTG ATC GTG GCC ATT GTC 5 98 

Gly Asp Lys Gin Gly Trp Phe Phe Phe Ala Leu He Val Ala He Val 
145 150 155 

GGC ATC TTG ACC TCA ATT ACC GTT GGT CTT GGT ACT CAC GAA GTA AAA 646 
Gly He Leu Thr Ser He Thr Val Gly Leu Gly Thr His Glu Val Lys 
160 165 170 175 

TCC GCC CTG CGG GAA AGC AAT GAA AAG ACC ACT TTG AAG CAG GTC TTT 694 
Ser Ala Leu Arg Glu Ser Asn Glu Lys Thr Thr Leu Lys Gin Val Phe 
180 185 190 

AAG GTC CTG GGG CAA AAC GAC CAG CTC CTC TGG CTG GCC TTT GCC TAC 742 
Lys Val Leu Gly Gin Asn Asp Gin Leu Leu Trp Leu Ala Phe Ala Tyr 
195 200 205 

TGG TTT TAC GGC CTG GGT ATC AAC ACC CTG AAC GCT CTG CAA CTT TAC 7 90 

Trp Phe Tyr Gly Leu Gly He Asn Thr Leu Asn Ala Leu Gin Leu Tyr 
210 215 220 

TAC TTC TCA TAC ATC TTA GGC GAT GCC CGC GGC TAC AGC CTG CTT TAC 838 
Tyr Phe Ser Tyr He Leu Gly Asp Ala Arg Gly Tyr Ser Leu Leu Tyr 
225 230 235 

ACC ATC AAC ACC TTT GTC GGT TTA ATC TCT GCA TCC TTC TTC CCA TCA 8 86 

Thr He Asn Thr Phe Val Gly Leu He Ser Ala Ser Phe Phe Pro Ser 
240 245 250 255 

CTG GCC AAG AAG TTC AAC AGA AAT CGC CTC TTC TAC GCC TGC ATC GCG 934 
Leu Ala Lys Lys Phe Asn Arg Asn Arg Leu Phe Tyr Ala Cys He Ala 
260 265 270 

GTG ATG CTG TTA GGG ATC GGG GTC TTC TCC GTG GCC AGC GGT TCT CTG 9 82 

Val Met Leu Leu Gly He Gly Val Phe Ser Val Ala Ser Gly Ser Leu 
275 280 285 

GCC CTG TCC CTT GTT GGG GCA GAA TTC TTC TTT ATT CCG CAG CCT CTG 103 0 

Ala Leu Ser Leu Val Gly Ala Glu Phe Phe Phe He Pro Gin Pro Leu 
290 295 300 

GCC TTC CTG GTC GTT TTG ATG ATC ATC TCT GAC GCT GTT GAA TAC GGC 1078 
Ala Phe Leu Val Val Leu Met He He Ser Asp Ala Val Glu Tyr Gly 
305 310 315 

CAG CTG AAA ACT GGC CAC AGA GAC GAA GCT TTG ACC CTG TCT GTC CGG 1126 
Gin Leu Lys Thr Gly His Arg Asp Glu Ala Leu Thr Leu Ser Val Arg 
320 325 330 335 
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CCA TTG GTC GAT AAG CTG GGC GGG GCC TTG TCC AAC TGG TTT GTT TCC 1174 
Pro Leu Val Asp Lys Leu Gly Gly Ala Leu Ser Asn Trp Phe Val Ser 
340 345 350 

TTG ATT GCC TTA ACT GCC GGC ATG ACC ACT GGG GCG ACT GCC TCA ACA 12 22 

Leu He Ala Leu Thr Ala Gly Met Thr Thr Gly Ala Thr Ala Ser Thr 
355 360 365 

ATT ACA GCT CAT GGC CAG ATG GTC TTC AAG TTA GCT ATG TTT GCC TTA 1270 
He Thr Ala His Gly Gin Met Val Phe Lys Leu Ala Met Phe Ala Leu 
370 375 380 

CCG GCA GTC ATG CTC TTG ATC GCT GTT TCT ATT TTC GCC AAA AAG GTC 1318 
Pro Ala Val Met Leu Leu He Ala Val Ser He Phe Ala Lys Lys Val 
385 390 395 

TTC TTG ACT GAA GAA AAG CAC GCG GAA ATC GTC GAC CAG CTG GAA ACT 13 66 

Phe Leu Thr Glu Glu Lys His Ala Glu He Val Asp Gin Leu Glu Thr 
400 405 410 415 

CAA TTC AGC CAA AGC CAT GCC CAA AAG CCG GCG CAA GCT GAA AGC TTC 1414 
Gin Phe Ser Gin Ser His Ala Gin Lys Pro Ala Gin Ala Glu Ser Phe 
420 425 430 

ACT TTG GCC AGC CCA GTC TCC GGA CAA TTA ATG AAC CTG GAC ATG GTT 14 62 

Thr Leu Ala Ser Pro Val Ser Gly Gin Leu Met Asn Leu Asp Met Val 
435 440 445 

GAC GAC CCG GTC TTT GCC GAC AAA AAG TTA GGC GAC GGC TTT GCC CTG 1510 
Asp Asp Pro Val Phe Ala Asp Lys Lys Leu Gly Asp Gly Phe Ala Leu 
450 455 460 

GTG CCA GCA GAC GGT AAG GTC TAC GCG CCA TTT GCC GGT ACT GTC CGC 1558 
Val Pro Ala Asp Gly Lys Val Tyr Ala Pro Phe Ala Gly Thr Val Arg 
465 470 475 

CAG CTG GCC AAG ACC CGG CAC TCG ATC GTC CTG GAA AAT GAA CAT GGG 1606 
Gin Leu Ala Lys Thr Arg His Ser He Val Leu Glu Asn Glu His Gly 
480 485 490 495 

GTC TTG GTC TTG ATT CAC CTT GGC CTG GGC ACG GTC AAA TTA AAC GGG 1654 
Val Leu Val Leu He His Leu Gly Leu Gly Thr Val Lys Leu Asn Gly 
500 505 510 

ACT GGC TTT GTC AGC TAT GTT GAA GAG GGC AGC CAG GTA GAA GCC GGC 1702 
Thr Gly Phe Val Ser Tyr Val Glu Glu Gly Ser Gin Val Glu Ala Gly 
515 520 525 

CAG CAG ATC CTG GAA TTC TGG GAC CCG GCG ATC AAG CAG GCC AAG CTG 1750 
Gin Gin He Leu Glu Phe Trp Asp Pro Ala He Lys Gin Ala Lys Leu 
530 535 540 

GAC GAC ACG GTA ATC GTG ACC GTC ATC AAC AGC GAA ACT TTC GCA AAT 1798 
Asp Asp Thr Val He Val Thr Val He Asn Ser Glu Thr Phe Ala Asn 
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545 5S0 555 

AGC CAG ATG CTC TTG CCG ATC GGC CAC AGC GTC CAA GCC CTG GAT GAT 1846 
Ser Gin Met Leu Leu Pro lie Gly His Ser Val Gin Ala Leu Asp Asp 
560 565 570 575 

GTA TTC AAG TTA GAA GGG AAG AAT TAG AAA ATG AGC AAT AAG TTA GTA 1894 
Val Phe Lys Leu Glu Gly Lys Asn * Met Ser Asn Lys Leu Val 

580 1 5 

AAA GAA AAA AGA GTT GAC CAG GCA GAC TTG GCC TGG CTG ACT GAC CCG 1942 
Lys Glu Lys Arg Val Asp Gin Ala Asp Leu Ala Trp Leu Thr Asp Pro 
10 15 20 

GAA GTT TAC GAA GTC AAT ACA ATT CCC CCG CAC TCC GAC CAT GAG TCC 1990 
Glu Val Tyr Glu Val Asn Thr lie Fro Pro His Ser Asp His Glu Ser 
25 30 35 

TTC CAA AGC CAG GAA GAA CTG GAG GAG GGC AAG TCC AGT TTA GTG CAG 2038 
Phe Gin Ser Gin Glu Glu Leu Glu Glu Gly Lys Ser Ser Leu Val Gin 
40 45 50 

TCC CTG GAC GGG GAC TGG CTG ATT GAC TAC GCT GAA AAC GGC CAG GGA 2 086 

Ser Leu Asp Gly Asp Trp Leu lie Asp Tyr Ala Glu Asn Gly Gin Gly 
55 60 65 70 

CCA GTC AAC TTC TAT GCA GAA GAC TTT GAC GAT AGC AAT TTT * AAG TCA 2134 
Pro Val Asn Phe Tyr Ala Glu Asp Phe Asp Asp Ser Asn Phe Lys Ser 
75 80 85 

GTC AAA GTA CCC GGC AAC CTG GAA CTG CAA GGC TTT GGC CAG CCC CAG 2182 
Val Lys Val Pro Gly Asn Leu Glu Leu Gin Gly Phe Gly Gin Pro Gin 
90 95 100 

TAT GTC AAC GTC CAA TAT CCA TGG GAC GGC AGT GAG GAG ATT TTC CCG 223 0 

Tyr Val Asn Val Gin Tyr Pro Trp Asp Gly Ser Glu Glu lie Phe Pro 
105 HO 115 

CCC CAA ATT CCA AGC AAA AAT CCG CTC GCT TCT TAT GTC AGA TAC TTT 227 8 

Pro Gin lie Pro Ser Lys Asn Pro Leu Ala Ser Tyr Val Arg Tyr Phe 
120 125 130 

GAC CTG GAT GAA GCT TTC TGG GAC AAG GAA GTC AGC TTG AAG TTT GAC 2 32 6 

Asp Leu Asp Glu Ala Phe Trp Asp Lys Glu Val Ser Leu Lys Phe Asp 
135 140 145 150 

GGG GCG GCA ACA GCC ATC TAT GTC TGG CTG AAC GGC CAC TTC GTC GGC 2374 
Gly Ala Ala Thr Ala lie Tyr Val Trp Leu Asn Gly His Phe Val Gly 
155 160- 165 

TAC GGG GAA GAC TCC TTT ACC CCA AGC GAG TTT ATG GTT ACC AAG TTC 2422 
Tyr Gly Glu Asp Ser Phe Thr Pro Ser Glu Phe Met Val Thr Lys Phe 
170 175 180 

CTC AAG AAA GAA AAT AAC CGC CTG GCA GTG GCT CTC TAC AAG TAT TCT 247 0 
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Leu Lys Lys Glu ;.sn .-.sr. Arg Leu Ala Val Ala Leu Tyr Lys Tyr Ser 
135 . -50 195 

TCC GCC TCC TGG CTG GAA GAC CAG GAC TTC TGG CGC ATG TCT GGT TTG 2518 
Ser Ala Ser Trp Leu Glu Asp Gin Asp Phe Trp Arg Met Ser Gly Leu 
200 205 210 

TTC AGA TCA GTG ACT CTT CAG GCC AAG CCG CGT CTG CAC TTG GAG GAC 25 66 

Phe Arg Ser Val Thr Leu Gin Ala Lys Pro Arg Leu His Leu Glu Asp 
215 220 225 230 

CTT AAG CTT ACG GCC AGC TTG ACC GAT AAC TAC CAA AAA GGA AAG CTG 2 614 

Leu Lys Leu Thr Ala Ser Leu Thr Asp Asn Tyr Gin Lys Gly Lys Leu 
235 240 245 

GAA GTC GAA GCC AAT ATT GCC TAC CGC TTG CCA AAT GCC AGC TTT AAG 2 662 

Glu Val Glu Ala Asn lie Ala Tyr Arg Leu Pro Asn Ala Ser Phe Lys 
250 255 260 

CTG GAA GTG CGG GAT AGT GAA GGT GAC TTG GTT GCT GAA AAG CTG GGC 2 710 

Leu Glu Val Arg Asp Ser Glu Gly Asp Leu Val Ala Glu L.ys Leu Gly 
265 270 275 

CCA ATC AGA AGC GAG CAG CTG GAA TTC ACT CTG GCT GAT TTG CCA GTA 27 5 8 

Pro lie Arg Ser Glu Gin Leu Glu Phe Thr Leu Ala Asp Leu Pro Val 
280 285 290 

GCT GCC TGG AGC GCG GAA AAG CCT AAC CTT TAC CAG GTC CGC CTG TAT 2806 
Ala Ala Trp Ser Ala Glu Lys Pro Asn Leu Tyr Gin Val Arg Leu Tyr 
295 300 305 310 

TTA TAC CAG GCA GGC AGC CTC TTA GAG GTT AGC CGG CAG' GAA GTG GGT 2854 
Leu Tyr Gin Ala Gly Ser Leu Leu Glu Val Ser Arg Gin Glu Val Gly 
315 320 325 

TTC CGC AAC TTT GAA CTA AAA GAC GGG ATT ATG TAC CTT AAC GGC CAG 2 902 

Phe Arg Asn Phe Glu Leu Lys Asp Gly He Met Tyr Leu Asn Gly Gin 
330 335 3 4 0 " 

CGG ATC GTC TTC AAG GGG GCC AAC CGG CAC GAA TTT GAC AGT AAG TTG 2 950 

Arg He Val Phe Lys Gly Ala Asn Arg His Glu Phe Asp Ser Lys Leu 
345 350 355 

GGC CGG GCT ATC ACA GAA GAG GAT ATG ATC TGG GAT ATC AAG ACC ATG 299 8 

Gly Arg Ala He Thr Glu Glu Asp Met He Trp Asp He Lys Thr Met 
360 365 370 

AAG CGA AGC AAC ATC AAT GCT GTC CGC TGC TCT CAC TAC CCG AAC CAG 3 04 6 

Lys Arg Ser Asn He Asn Ala Val Arg Cys Ser His Tyr Pro Asn Gin 
375 380 385 390 

TCC CTC TTT TAC CGG CTC TGT GAC AAG TAC GGC CTT TAC GTC ATT GAT 3 0 94 

Ser Leu Phe Tyr Arg Leu Cys Asp Lys Tyr Gly Leu Tyr Val lie Asp 
395 400 405 
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GAA GCT AAC CTG GAA AGC CAC GGC ACC TGG GAA AAA GTG GGG GGG CAC 314 2 

Glu Ala Asn Leu Glu Ser His Gly Thr Trp Glu Lys Val Gly Gly His ■ 
410 415 420 

GAA GAT CCT AGC TTC AAT GTT CCA GGC GAT GAC CAG CAT TGG CTG GGA 3190 
Glu Asp Pro Ser Phe Asn Val Pro Gly Asp Asp Gin His Trp Leu Gly 
425 430 435 

GCC AGC TTA TCC CGG GTG AAG AAC ATG ATG GCT CGG GAC AAG AAC CAT 32 3 8 

Ala Ser Leu Ser Arg Val Lys Asn Met Met Ala Arg Asp Lys Asn His 
440 445 450 

GCT TCA ATC CTG ATC TGG TCT TTA GGC AAT GAG TCT TAC GCC GGC ACT 3 2 86 

Ala Ser lie Leu lie Trp Ser Leu Gly Asn Glu Ser Tyr Ala Gly Thr 
455 460 465 470 

GTC TTT GCC CAA ATG GCT GAT TAC GTC CGG AAG GCT GAT CCG ACC CGG 3 3 34 

Val Phe Ala Gin Met Ala Asp Tyr Val Arg Lys Ala Asp Pro Thr Arg 
475 480 485 

GTT CAG CAC TAT GAA GGG GTG ACC CAC AAC CGG AAG TTT GAC GAC GCC 3 3 82 

Val Gin His Tyr Glu Gly Val Thr His Asn Arg Lys Phe Asp Asp Ala 
490 495 500 

ACC CAG ATT GAA AGC CGG ATG TAT GCT CCG GCC AAG GTA ATT GAA GAA 34 3 0 

Thr Gin lie Glu Ser Arg Met Tyr Ala Pro Ala Lys Val He Glu Glu 
505 510 515 

TAC TTG ACC AAT AAA CCA GCC AAG CCA TTT ATC TCA GTT GAA TAC GCT 3478 
Tyr Leu Thr Asn Lys Pro Ala Lys Pro Phe He Ser Val Glu Tyr Ala 
520 525 530 

CAC GCC ATG GGC AAC TCC GTC GGT GAC CTG GCC GCC TAC ACG GCC CTG 3 52 6 

His Ala Met Gly Asn Ser Val Gly Asp Leu Ala Ala Tyr Thr Ala Leu 
535 540 545 550 

GAA AAA TAC CCC CAC TAC CAG GGC GGC TTC ATC TGG GAC TGG ATT GAC 3 5 74 

Glu Lys Tyr Pro His Tyr Gin Gly Gly Phe He Trp Asp Trp He Asp 
555 560 565 

CAA GGA CTG GAA AAA GAC GGG CAC CTG CTT TAT GGG GGC GAC TTC GAT 3 622 

Gin Gly Leu Glu Lys Asp Gly His Leu Leu Tyr Gly Gly Asp Phe Asp 
570 575 580 

GAC CGG CCA ACC GAC TAT GAA TTC TGC GGG AAC GGC CTG GTC TTT GCT 3 670 

Asp Arg Pro Thr Asp Tyr Glu Phe Cys Gly Asn Gly Leu Val Phe Ala 
585 590 595 

GAC CGG ACT GAA TCG CCG AAA CTG GCT AAT GTC AAG GCC CTT TAC GCC 3718 
Asp Arg Thr Glu Ser Pro Lys Leu Ala Asn Val Lys Ala Leu Tyr Ala 
600 605 610 

AAC CTT AAG TTA GAA GTA AAA GAT GGG CAG CTC TTC CTC AAA AAC GAC 3 766 

Asn Leu Lys Leu Glu Val Lys Asp Gly Gin Leu Phe Leu Lys Asn Asp 
615 620 625 630 
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AAT iTA TTT ACC AAC AGC TCA TCT TAC TAC TTC TTG ACT AGT CTT TTG 

Asn Leu Phe Thr Asn Ser Ser Ser Tyr Tyr Phe Leu Thr Ser Leu Leu 
635 640 645 

GTC GAT GGC AAG TTG ACC TAC CAG AGC CGG CCT CTG ACC TTT GGC CTG 

Val Asp Gly Lys Leu Thr Tyr Gin Ser Arg Pro Leu Thr Phe Glv Leu 

650 655 660 
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GAG CCT GGC GAA TCC GGG ACC TTT GCC CTG CCT TGG CCG GAA GTC GCT 3910 
Glu Pro Gly Glu Ser Gly Thr Phe Ala Leu Pro Trp Pro Glu Val Ala 
665 670 675 

GAT GAA AAA GGA GAG GTC GTC TAC CGG GTA ACG GCC CAC TTA AAA GAA 3 95 8 

Asp Glu Lys Gly Glu Val Val Tyr Arg Val Thr Ala His Leu Lvs Glu 
680 685 690 

GAC TTG CCT TGG GCG GAT GAG GGC TTC ACT GTG GCT GAA GCA GAA GAA 4 006 

Asp Leu Pro Trp Ala Asp Glu Gly Phe Thr Val Ala Glu Ala Glu Glu 
695 700 70S 710 

GTA GCT CAA AAG CTG CCG GAA TTT AAG CCG GAA GGG CGG CCA GAT TTA 4054 
Val Ala Gin Lys Leu Pro Glu Phe Lys Pro Glu Gly Arg Pro Asp Leu 
715 720 725 

GTT GAT TCC GAC TAC AAC CTA GGC CTG AAA GGA AAT AAC TTC CAA ATT 4102 
Val Asp Ser Asp Tyr Asn Leu Gly Leu Lys Gly Asn Asn Phe Gin lie 
730 735 740 

CTC TTC TCC AAG GTC AAG GGC TGG CCG GTT TCC CTC AAG TAT GCC GGT 
Leu Phe Ser Lys Val Lys Gly Trp Pro Val Ser Leu Lys Tyr Ala Gly 
745 750 755 

AGG GAA TAC TTG AAG CGG CTG CCG GAA TTT ACC TTC TGG CGG GCC CTG 
Arg Glu Tyr Leu Lys Arg Leu Pro Glu Phe Thr Phe Trp Arg Ala Leu 
760 765 770 

ACG GAC AAC GAC CGG GGA GCT GGT TAC GGC TAT GAT CTG GCC CGG TGG 
Thr Asp Asn Asp Arg Gly Ala Gly Tyr Gly Tyr Asp Leu Ala Arg Trp 
775 780 785 790 

GAA AAT GCC GGC AAG TAT GCC CGC TTG AAA GAC ATC AGC TGC GAG GTC 4 2 94 

Glu Asn Ala Gly Lys Tyr Ala Arg Leu Lys Asp He Ser Cys Glu Val 
795 800 80S 

AAG GAA GAC TCC GTT TTG GTC AAG ACT GCC TTT ACG TTG CCT GTC GCC 4 342 

Lys Glu Asp Ser Val Leu Val Lys Thr Ala Phe Thr Leu Pro Val Ala 
810 815 820 

TTA AAG GGT GAT TTA ACT GTG ACC TAT GAA GTC GAT GGA CGG GGC AAG 43 90 

Leu Lys Gly Asp Leu Thr Val Thr Tyr Glu Val Asp Gly Arg Gly Lys 
S25 830 835 



4150 



4198 



4246 



ATT GCT GTA ACA GCT GAC TTC CCA GGC GCG GAA GAA GCC GGT CTC TTG 
He Ala Val Thr Ala Asp Phe Pro Gly Ala Glu Glu Ala Gly Leu Leu 



4438 
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340 345 850 

CCA GCC TTT GGC TTG AAC CTG GCC CTG CCA AAA GAA CTG ACC GAT TAC 44 86 
Pro Ala Phe Gly Leu Asn Leu Ala Leu Pro Lys Glu Leu Thr Asp Tyr 
855 860 865 870 

CGC TAC TAT GGT CTG GGA CCT AAT GAG AGC TAA CCAGACCGCT TGGAAGGTAA 4 53 9 
Arg Tyr Tyr Gly Leu Gly Pro Asn Glu Ser * 
875 880 

TTACCTGGGC ATCTACCAGG GAGCGGTAAA AAAGAACTTT AGCCCATACC TGCGTCCGCA 4 599 

GGAAACGGGC AACCGGAGCA AGGTTCGCTG GTACCAGCTC TTTGATGAAA AGGGCGGCTT 4 65 9 

GGAATTTACG GCCAATGGGG CAGACTTGAA CTTGTCTGCT TTGCCATATT CTGCCGCCCA 4 719 

AATTGAAGCA GCGGACCACG CTTTTGAACT GACTAACAAT TACACTTGGG TTAGAGCCTT 4 77 9 

AAGCGCCCAG ATGGGGGTCG GCGGGGATGA CTCCTGGGGG CAGAAGGTCC ACCCGGAATT 4 83 9 

CTGCCTGGAT GCTCAAAAAG CCCGCCAGCT CCGCCTGGTG ATTCAGCCCC TTTTACTAAA 4 899 

ATAAATG CT A CAATTGACTT AACAGGATGA AATTTTAGTA AAAGCAAAGC GAGTGAGGAA ' 4 95 9 

GATGGCAACG AT C AG AG AAG TGCCAAGGCA GCCGGCGTGT CGCTAGCGAC GGTTTCCCGC 5019 

GTCTTGAACT ATGACCAGAC CCTGTCAGTC AATGAGGCAA 5059 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID WO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5 84 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met He Phe He He Thr Asn Leu He Thr Ala He Arg He Gly Glu 
15 10 15 

Val Leu Leu Asp Pro Leu He Gly Asn Ala He Asp Arg Thr Glu Ser 
20 25 30 

Arg Trp Gly Lys Phe Lys Pro Trp Val Val Gly Gly Gly He He Ser 
35 40 45 

Ser Leu Ala Leu Leu Ala Leu Phe Thr Asp Phe Gly Gly He Asn Gin 
50 55 60 

Ser Asn Pro Val Val Tyr Leu Val He Phe Gly He Val Tyr Leu He 
65 70 75 80 

Met Asp He Phe Tyr Ser Phe Lys Asp Thr Gly Phe Trp Ala Met He 
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85 SO 



9S 



Pro Ala Leu Ser Leu Asp Ser Arg Glu Arg Glu Lys Thr Ser Thr Phe 
100 105 110 

Ala Arg Val Gly Ser Thr lie Gly Ala Asn Leu Val Gly Val Val He 
115 120 125 

Thr Pro He He Leu Phe Phe Ser Ala Ser Lys Ala Asn Pro Asn Gly 
130 135 140 

Asp Lys Gin Gly Trp Phe Phe Phe Ala Leu He Val Ala He Val Gly 
145 150 155 160 

He Leu Thr Ser He Thr Val Gly Leu Gly Thr His Glu Val Lys Ser 
165 170 175 

Ala Leu Arg Glu Ser Asn Glu Lys Thr Thr Leu Lys Gin Val Phe Lys 
180 185 190 

Val Leu Gly Gin Asn Asp Gin Leu Leu Trp Leu Ala Phe Ala Tyr Trp 
195 200 205 

Phe Tyr Gly Leu Gly He Asn Thr Leu Asn Ala Leu Gin Leu Tyr Tyr 
210 215 220 

Phe Ser Tyr He Leu Gly Asp Ala Arg Gly Tyr Ser Leu Leu Tyr Thr 
225 230 235 240 

He Asn Thr Phe Val Gly Leu He Ser Ala Ser Phe Phe Pro Ser Leu 
245 250 255 

Ala Lys Lys Phe Asn Arg Asn Arg Leu Phe Tyr Ala Cys He Ala Val 
260 265 270 

Met Leu Leu Gly He Gly Val Phe Ser Val Ala Ser Gly Ser Leu Ala 
275 280 285 

Leu Ser Leu Val Gly Ala Glu Phe Phe Phe He Pro Glh Pro Leu Ala 
290 295 300 

Phe Leu Val Val Leu Met He He Ser Asp Ala Val Glu Tyr Gly Gin 
305 310 315 320 

Leu Lys Thr Gly His Arg Asp Glu Ala Leu Thr Leu Ser Val Arg Pro 
325 330 335 

Leu Val Asp Lys Leu Gly Gly Ala Leu Ser Asn Trp Phe Val Ser Leu 
340 345 , 350 

He Ala Leu Thr Ala Gly Met Thr Thr Gly Ala Thr Ala Ser Thr He 
355 360 365 

Thr Ala His Gly Gin Met Val Phe Lys Leu Ala Met Phe Ala Leu Pro 
370 375 380 
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Ala Val Met Leu Leu lie Ala Val Ser He Phe Ala Lys Lys Val Phe 
385 390 395 400 

Leu Thr Glu Glu Lys His Ala Glu He Val Asp Gin Leu Glu Thr Gin 
405 410 415 

Phe Ser Gin Ser His Ala Gin Lys Pro Ala Gin Ala Glu Ser Phe Thr 
420 425 430 

Leu Ala Ser Pro Val Ser Gly Gin Leu Met Asn Leu Asp Met Val Asp 
435 440 445 

Asp Pro Val Phe Ala Asp Lys Lys Leu Gly Asp Gly Phe Ala Leu Val 
450 455 460 

Pro Ala Asp Gly Lys Val Tyr Ala Pro Phe Ala Gly Thr Val Arg Gin 
465 470 475 480 

Leu Ala Lys Thr Arg His Ser He Val Leu Glu Asn Glu His Gly Val 
485 490 495 

Leu Val Leu He His Leu Gly Leu Gly Thr Val Lys Leu Asn Gly Thr 
500 505 510 

Gly Phe Val Ser Tyr Val Glu Glu Gly Ser Gin Val Glu Ala Gly Gin 
515 520 525 

Gin He Leu Glu Phe Trp Asp Pro Ala He Lys Gin Ala Lys Leu Asp 
530 535 c 540 

Asp Thr Val He Val Thr Val He Asn Ser Glu Thr Phe Ala Asn Ser 
545 550 555 560 

Gin Met Leu Leu Pro He Gly His Ser Val Gin Ala Leu Asp Asp Val 
565 570 575 

Phe Lys Leu Glu Gly Lys Asn * 
580 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 881 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Met Ser Asn Lys Leu Val Lys Glu Lys Arg Val Asp Gin Ala Asp Leu 
1 5 io is 

Ala Trp Leu Thr Asp Pro Glu Val Tyr Glu Val Asn Thr He Pro Pro 
20 25 30 



His Ser Asp His Glu Ser Phe Gin Ser Gin Glu Glu Leu Glu Glu Gly 
35 40 45 

Lys Ser Ser Leu Val Gin Ser Leu Asp Gly Asp Trp Leu lie Asp Tyr 
50 55 60 

Ala Glu Asn Gly Gin Gly Pro Val Asn Phe Tyr Ala Glu Asp Phe Asp 
65 70 75 80 

Asp Ser Asn Phe Lys Ser Val Lys Val Pro Gly Asn Leu Glu Leu Gin 
85 90 95 

Gly Phe Gly Gin Pro Gin Tyr Val Asn Val Gin Tyr Pro Trp Asp Gly 
100 105 no 

Ser Glu Glu lie Phe Pro Pro Gin He Pro Ser Lys Asn Pro Leu Ala 
115 120 125 

Ser Tyr Val Arg Tyr Phe Asp Leu Asp Glu Ala Phe Trp Asp Lys Glu 
130 135 140 

Val Ser Leu Lys Phe Asp Gly Ala Ala Thr Ala He Tyr Val Trp Leu 
145 150 155 160 

Asn Gly His Phe Val Gly Tyr Gly Glu Asp Ser Phe Thr Pro Ser Glu 
165 170 175 

Phe Met Val Thr Lys Phe Leu Lys Lys Glu Asn Asn Arg Leu Ala Val 
180 185 # 190 

Ala Leu Tyr Lys Tyr Ser Ser Ala Ser Trp Leu Glu Asp Gin Asp Phe 
195 200 205 

Trp Arg Met Ser Gly Leu Phe Arg Ser Val Thr Leu Gin Ala Lys Pro 
210 215 220 

Arg Leu His Leu Glu Asp Leu Lys Leu Thr Ala Ser Leu Thr Asp Asn 
225 230 235 240 

Tyr Gin Lys Gly Lys Leu Glu Val Glu Ala Asn He Ala Tyr Arg Leu 
245 250 255 

Pro Asn Ala Ser Phe Lys Leu Glu Val Arg Asp Ser Glu Gly Asp Leu 
260 265 270 

Val Ala Glu Lys Leu Gly Pro He Arg Ser Glu Gin Leu Glu Phe Thr 
275 280 285 

Leu Ala Asp Leu Pro Val Ala Ala Trp Ser Ala Glu Lys Pro Asn Leu 
290 295 300 



Tyr Gin Val Arg Leu Tyr Leu Tyr Gin Ala Gly Ser Leu Leu Glu Val 
305 310 315 320 
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Ser Arg Gin Glu Val Gly Phe Arg Asn Phe Glu Leu Lys Asp Gly He 
325 330 335 

Met Tyr Leu Asn Gly Gin Arg He Val Phe Lys Gly Ala Asn Arg His 
340 345 350 

Glu Phe Asp Ser Lys Leu Gly Arg Ala He Thr Glu Glu Asp Met He 
35 5 360 3 6 5 

Trp Asp He Lys Thr Met Lys Arg Ser Asn He Asn Ala Val Arg Cys 
370 375 380 

Ser His Tyr Pro Asn Gin Ser Leu Phe Tyr Arg Leu Cys Asp Lys Tyr 
385 390 395 400 

Gly Leu Tyr Val He Asp Glu Ala Asn Leu Glu Ser His Gly Thr Trp 
405 410 415 

Glu Lys Val Gly Gly His Glu Asp Pro Ser Phe Asn Val Pro <3ly Asp 
420 425 430 

Asp Gin His Trp Leu Gly Ala Ser Leu Ser Arg Val Lys Asn Met Met 
435 440 445 

Ala Arg Asp Lys Asn His Ala Ser He Leu He Trp Ser Leu Gly Asn 
450 455 460 

Glu Ser Tyr Ala Gly Thr Val Phe Ala Gin Met Ala Asp Tyr Val Arg 
465 470 475 480 

Lys Ala Asp Pro Thr Arg Val Gin His Tyr Glu Gly Val Thr His Asn 
485 490 495 

Arg Lys Phe Asp Asp Ala Thr Gin He Glu Ser Arg Met Tyr Ala Pro 
500 505 sio 

Ala Lys Val He Glu Glu Tyr Leu Thr Asn Lys Pro Ala Lys Pro Phe 
515 520 525 

He Ser Val Glu Tyr Ala His Ala Met Gly Asn Ser Val Gly Asp Leu 
530 535 540 

Ala Ala Tyr Thr Ala Leu Glu Lys Tyr Pro His Tyr Gin Gly Gly Phe 
545 550 555 560 

He Trp Asp Trp He Asp Gin Gly Leu Glu Lys Asp Gly His Leu Leu 
565 570 575 

Tyr Gly Gly Asp Phe Asp Asp Arg Pro Thr Asp Tyr Glu Phe Cys Gly 
58 ° 585 590 

Asn Gly Leu Val Phe Ala Asp Arg Thr Glu Ser Pro Lys Leu Ala Asn 
595 600 605 

Val Lys Ala Leu Tyr Ala Asn Leu Lys Leu Glu Val Lys Asp Gly Gin 



610 615 



620 



Leu Phe Leu Lys Asn Asp Asn Leu Phe Thr Asn Ser Ser Ser Tyr Tyr 
625 630 635 640 

Phe Leu Thr Ser Leu Leu Val Asp Gly Lys Leu Thr Tyr Gin Ser Arg 
645 650* 655 

Pro Leu Thr Phe Gly Leu Glu Pro Gly Glu Ser Gly Thr Phe Ala Leu 
6fi 0 665 670 

Pro Trp Pro Glu Val Ala Asp Glu Lys Gly Glu Val Val Tyr Arg Val 
675 680 685 

Thr Ala His Leu Lys Glu Asp Leu Pro Trp Ala Asp Glu Gly Phe Thr 
«90 695 700 

Val Ala Glu Ala Glu Glu Val Ala Gin Lys Leu Pro Glu Phe Lys Pro 
705 710 715 720 

Glu Gly Arg Pro Asp Leu Val Asp Ser Asp Tyr Asn Leu Gly Leu Lys. 

725 730 735 

Gly Asn Asn Phe Gin lie Leu Phe Ser Lys Val Lys Gly Trp Pro Val 
740 745 750 

Ser Leu Lys Tyr Ala Gly Arg 3lu Tyr Leu Lys Arg Leu Pro Glu Phe 
755 760 765 

Thr Phe Trp Arg Ala Leu Thr Asp Asn Asp Arg Gly Ala Gly Tyr Gly 
770 775 780 

Tyr Asp Leu Ala Arg Trp Glu Asn Ala Gly Lys Tyr Ala Arg Leu Lys 
785 790 795 800 

Asp lie Ser Cys Glu Val Lys Glu Asp Ser Val Leu Val Lys Thr Ala 
805 810 . 815 

Phe Thr Leu Pro Val Ala Leu Lys Gly Asp Leu Thr Val Thr Tyr Glu 
820 825 830 

Val Asp Gly Arg Gly Lys He Ala Val Thr Ala Asp Phe Pro Gly Ala 
835 840 845 

Glu Glu Ala Gly Leu Leu Pro Ala Phe Gly Leu Asn Leu Ala Leu Pro 
850 855 8 60 

Lys Glu Leu Thr Asp Tyr Arg Tyr Tyr Gly Leu Gly Pro Asn Glu Ser 
865 870 875 880 
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f£l rectification 



RE VEND I CAT I ONS 



1) Souche mutante de L. bulgaricus depourvue 
d' activite p-galactosidase , caracterisee en ce qu' elle 

5 porte une mutation non-sens, dans au moins l'une des 
sequences codantes de 1'operon lactose 

2) Souche mutante de L. bulgaricus selon la 
revendication 1 , caracterise en ce que ladite sequence 
codante est la sequence codant pour la P-galactosidase. 

10 3) Souche mutante de L . bulgaricus selon une 

quelconque des revendications 1 ou 2, deposee le 8 
janvier 1998, aupres de la CNCM sous le numero 1-1968. 

4) Ferment lactique, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins une souche de L . bulgaricus selon une 

15 quelconque des revendications 1 a 3 . 

5) Ferment lactique selon la revendication 4 
caracterise en ce que ladite souche de L. bulgaricus est 
associee a au moins une souche de S. thermophilus . 

6) Procede de preparation d'un produit laitier 
20 fermente, caracterise en ce qu'il comprend une etape au 

cours de laquelle on fermente du lait a 1 ' aide d' un 
ferment lactique comprenant au moins une souche de 
L. bulgaricus selon une quelconque des revendications 1 a 
3, en presence d'au moins un sucre assimilable par ladite 
25 souche 

7) Procede selon la revendication 6 , 
caracterise en ce que ledit sucre assimilable est le 
glucose. 

8) Procede selon une quelconque des 
30 revendications 6 ou 7 , caracterise en ce que 1 ' arret de 

la fermentation s'effectue sans ref roidissement dudit 
produit laitier . 

9) Produit laitier fermente susceptible d'etre 
obtenu par un procede selon une quelconque des 

35 revendications 6 a 8 . 
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10) Produit laitier fermente selon la 
revendication 9, caracterise en ce que ledit produit est 
un yoghourt . 
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REVENDICATIONS 

1) Souche mutante de L. bulgaricus depourvue 
d'activite P-galactosidase , caracterisee en ce qu'elle 

5 porte une mutation non-sens, dans au moins 1 ' une des 
sequences codantes de 1'operon lactose 

2) Souche mutante de L. bulgaricus selon la 
revendication 1, caracterise en ce que ladite sequence 
codante est la sequence codant pour la P-galactosidase. 

10 3) Souche mutante de L . bulgaricus selon une 

quelconque des revendications 1 ou 2, deposee le 14 
janvier 1998, aupres de la CNCM sous le numero 1-1968. 

4 ) Ferment lactique, caracterise en ce qu • il 
comprend au moins une souche de L. bulgaricus selon une 

15 quelconque des revendications 1 a 3 . 

5) Ferment lactique selon la revendication 4 
caracterise en ce que ladite souche de L . bulgaricus est 
associee a au moins une souche de S, thermophilus . 

6) Procede de preparation d'un produit laitier 
20 fermente, caracterise en ce qu'il comprend une etape au 

cours de laquelle on fermente du lait a l'aide d'un 
ferment lactique comprenant au moins une souche de 
L. bulgaricus selon une quelconque des revendications 1 a 
3, en presence d'au moins un sucre assimilable par ladite 
2 5 souche 

7) Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que ledit sucre assimilable est le 
glucose. 

8) Procede selon une quelconque des 
30 revendications 6 ou 1, caracterise en ce que 1 ' arret de 

la fermentation s'effectue sans ref roidissement dudit 
produit laitier . 

9) Produit laitier fermente susceptible d'etre 
obtenu par un procede selon une quelconque des 

35 revendications 6 a 8 . 



